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RESUMEN 
La cromatografía líquida de alta eficacia en la separación 
de triglicéridos de grasas animales complejas. 
Los triglicéridos son una de las fracciones lipídicas más 
abundante y al mismo tiempo más compleja de la naturaleza. Por esta 
razón, es esencial la determinación de sus especies moleculares, así 
como conocer la posición estereoespecífica en que se sitúan los 
ácidos grasos que los componen, para caracterizar las grasas 
animales y los aceites vegetales. La técnica más comúnmente 
empleada con este fin es la cromatografía líquida de alta eficacia 
(HPLC), en general utilizando columnas de fase reversa. En el 
presente artículo se describen las condiciones operativas que 
actualmente se emplean para alcanzar la óptima resolución de picos 
cromatográficos de triglicéridos, así como la situación actual del 
conocimiento en materia de separación de especies moleculares de 
mezclas de triglicéridos complejas, tales como la grasa láctea, el 
aceite de pescado y la grasa hepática, que son de importancia en el 
sector industrial y en la nutrición humana. 
PALABRAS-CLAVE: Aceite de pescado - Cromatografía líquida 
de alta eficacia - Grasa de leche - Grasa hepática - Revisión (artículo) 
- Triglicérido. 
SUIVI IVIARY 
High-performance liquid chromatography in the separation 
of triglycerides from complex animal fats. 
Triglycerides are at the same time, one of the most abundant 
and complex lipid fraction in the nature. For this reason, it is esential 
to determine their molecular species composition, as well as to know 
the stereospecific position in which the fatty acids are located, in 
order to characterize animal fats and vegetable oils. The most 
commonly employed technique for this objective is high-performance 
liquid chromatography, in general using reversed phase columns. In 
the present article we describe the operative conditions employed 
nowadays in order to achieve the optimum resolution for the 
triglyceride chromatographic peaks, and also the present situation of 
the knowledge in the separation of the molecular species of complex 
mixtures of triglycerides, such as milk fat, fish oil and hepatic fat, 
which are of importance in the industrial sector and human nutrition. 
KEY-WORDS: Fish oil - Hepatic fat - High-performance liquid 
chromatography - Milk fat - Review (paper) - Triglyceride. 
1. INTRODUCCIÓN 
La caracterización de ios lípidos, procedentes de 
grasas animales o aceites vegetales, ha sido una ar-
dua tarea, marcada por la determinación de la com-
posición de los ácidos grasos que los forman. Sin 
embargo, en la actualidad se puede afirmar que la 
caracterización de una grasa o un aceite no está 
completa sin la determinación de las especies molecu-
lares de las clases de lípidos que la componen. De 
este modo es posible conocer de qué forma se distri-
buyen los ácidos grasos dentro de cada molécula 11-
pídica. En cualquier tipo de grasa, es importante el 
estudio de las especies moleculares de sus triglicéri-
dos (TGs), puesto que se trata de la fracción lipídica 
más abundante en la naturaleza, además de la más 
compleja (Berqvist y Kaufmann, 1993). Bajo este 
prisma, cada día se atribuye una mayor importancia 
al análisis de TGs. 
Con anterioridad a su análisis, los TGs deben ser 
aislados del resto de fracciones lipídicas. Si bien 
esto no es necesario en el caso de los aceites vege-
tales, en los que los TGs se constituyen en fracción 
mayoritaria (alrededor del 95%), sí resulta un proble-
ma en el caso de las grasas animales, en cuyo caso, 
los lípidos polares se encuentran en mayor cantidad, 
causando interferencias en el análisis. En la actuali-
dad, con este fin se viene utilizando la cromatografía 
en capa fina (TLC), utilizando un sistema de elución 
compuesto por mezclas hexano/éter etílico en distintas 
proporciones (Ruiz-Gutiérrez et al., 1993, Perona et 
al., 1998a, y Perona et al., 1998 b). Recientemente se 
ha propuesto la extracción en fase sólida (Solid Phase 
Extraction, SPE) como un método más rápido e igual-
mente eficaz (Kaluzny et ai, 1998, Pacheco et ai, 
1998). 
Una vez aislados los TGs, con el fin de separar 
sus especies moleculares, se han empleado, con 
mayor o menor éxito, diversas técnicas cromatográf icas. 
La cromatografía en capa fina con iones de plata 
(Ag-TLC) separa los TGs en diversas fracciones, de 
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las cuales posteriormente se estudia su composición 
en ácidos grasos mediante cromatografía de gases. 
Esta última técnica también se emplea para la deter-
minación de TGs usando columnas capilares de síli-
ce rellenadas con fenilmetilsilicona polahzable a alta 
temperatura. Hoy en día se sigue empleando para la 
determinación de algunas grasas y aceites sencillos 
poco insaturados, con resultados, en ocasiones, 
comparables a los de la cromatografía líquida (Care-
lli y Cert, 1993 y Perona et al., 1998b). 
Hace casi un cuarto de siglo, Pei et al., (1975) pu-
blicaron el primer trabajo en el que se proponía un 
método de HPLC para la separación de TGs de ca-
dena media en una columna de fase reversa. Desde 
ese momento, otros investigadores han continuado 
la mejora de los métodos para la separación de TGs. 
El primer fraccionamiento de una grasa natural se 
consiguió dos años después (1977) y por dos auto-
res por separado: Wada et al., y Plattner et al. Los 
primeros, además, establecieron un parámetro, de-
nominado Número de Partición (NP; NP = NC - 2 
ND, donde NO es el número de carbonos totales del 
TG y ND es el número de dobles enlaces situados en 
los ácidos grasos que componen la molécula de TG), 
para caracterizar molecularmente los TGs. Estos auto-
res descubrieron que los TGs eran eluídos en la co-
lumna de fase reversa en orden creciente de NP. Hoy 
en día la cromatografía líquida de alta eficacia (high-
performance liquid chromatography, HPLC) es la téc-
nica más empleada y la que mejores resultados 
ofrece, para el análisis de las especies molecula-
res de TGs, que son separadas en base a su lon-
gitud de cadena, su número de insaturaciones, su 
polaridad y su configuración, lo que permite una de-
terminación precisa de la composición triglicerídica de 
una grasa. 
No obstante, considerables inconvenientes han teni-
do que ser sorteados antes de lograr la eficacia que el 
sistema de HPLC tiene hoy en día. El primer problema 
surgió en la separación de lo que se denominó «pares 
críticos», moléculas que poseían un comportamiento si-
milar cuando eran eluídas en una columna de fase re-
versa, a pesar de tener diferente número de carbonos o 
diferente número de dobles enlaces. Además, hasta la 
aparición del primer método que contaba con una fase 
móvil provista de un sistema de elución en gradiente, la 
separación de TGs con grandes diferencias de número 
de carbonos resultaba muy complicada. Hoy en día se 
emplean gradientes compuestos por diferentes rampas 
y se intercalan zonas de elución isocrática y zonas de 
elución en gradiente. Incluso es posible ir modificando el 
contenido de la fase móvil en uno u otro componente de 
manera exponencial. De esta forma, es posible resolver 
en un mismo cromatograma TGs de distinto NC, así 
como muchos de los considerados pares críticos. 
Otra de las dificultades que hubo que superar, 
era la detección de los analitos a la salida de la co-
lumna. De entre los diversos detectores que se han 
venido empleando, ha sido el detector de difusión de 
luz evaporative (evaporative light-scattering detector, 
ELSD), el que mejores resultados ha ofrecido, si 
bien, el acoplamiento del HPLC a un espectrómetro 
de masas ofrece una gran ayuda en la identificación 
de las especies moleculares. Este último es uno de 
los mayores problemas que la técnica de HPLC para 
el análisis de TGs aún no ha resuelto. 
Finalmente, la determinación de la composición 
triglicerídica de las grasas y aceites vegetales ha 
quedado resuelta satisfactoriamente, aun cuando 
quedan algunos pares críticos por separar (Barrón y 
Santa-María, 1989). Sin embargo, algunas grasas 
animales, presentan un número mucho mayor de pa-
res críticos, y picos cromatográficos por identificar. A 
medida que el número de ácidos grasos constituyen-
tes de una grasa aumenta, el número de posibles 
combinaciones entre ellos para formar TGs se eleva 
enormemente, con el consiguiente aumento del nú-
mero de pares críticos y de las dificultades en su se-
paración e identificación. Pero además, cuando 
existe una gran variedad de longitudes de cadena y 
de insaturaciones entre los ácidos grasos, da lugar a 
mezclas tan complejas de TGs que no pueden ser 
completamente separadas mediante el concurso de 
una única técnica cromatográfica. Ambas situacio-
nes tienen lugar en las grasas lácteas y los aceites 
de pescado. 
En el presente trabajo se discuten las condiciones 
cromatográficas que se han propuesto para el análi-
sis de mezclas complejas de TGs por HPLC. Ade-
más, se describe el estado actual de conocimientos 
en el campo de la separación de TGs de algunas de 
las grasas animales más complejas y de importancia 
para el sector industrial y la nutrición humana, como 
la grasa láctea, el aceite de pescado y la grasa de hí-
gado. 
2. CONDICIONES OPERATIVAS ÓPTIMAS PARA 
EL ANÁLISIS DE TRIGLICÉRIDOS POR HPLC 
Fase Móvil 
La elección de la fase móvil es uno de los factores 
que más influyen en el análisis cromatográfico de 
TGs. Desde los primeros experimentos, se estudió 
cuál podía ser la mejor combinación de disolventes 
para la resolución de las especies moleculares de TGs 
cuando se empleaban columnas de fase reversa (Pla-
tanar et al., (1977). Pals (1983), concluyó que el ace-
tonitrilo era el más idóneo para ser utilizado como 
disolvente principal, puesto que con él se alcanzaba 
la mejor separación de pares críticos. Recientemen-
te, Hirano y Takahasi (1996) han establecido las pro-
piedades de la mezcla de elución que deben 
equilibrarse para lograr la óptima eficacia de la co-
lumna, proponiendo que la mezcla debe disolver 
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perfectamente los TGs, pero además deben ser de 
bajo peso molecular y viscosidad. 
Con el fin de mejorar la solubilidad de los com-
puestos, así como proporcionar cambios en su pola-
ridad, y por lo tanto en la selectividad de los picos 
cromatográficos, se añade al disolvente principal, un 
disolvente secundario, denominado modificador orgáni-
co. Dada la relativa apolaridad de los TGs, un au-
mento en la polaridad de la fase móvil, se refleja 
invariablemente en un incremento del tiempo de 
retención y mejora la resolución de picos, inclu-
yendo los pares críticos. El modificador orgánico 
más comúnmente empleado para la resolución de 
especies moleculares de TG es la acetona. Dado 
que la acetona absorbe la luz ultravioleta (UV) en 
las mismas longitudes de onda que los TGs (200-
237 nm) (Shukia et al., 1983), el detector de UV se 
utiliza cada vez con menor frecuencia. 
Durante mucho tiempo, el análisis de TGs por 
HPLC se llevó a cabo con elución isocrática (Goififon 
et al., 1981, Lozano, 1983). Sin embargo, para la se-
paración de TGs de grasas complejas, se hace ne-
cesaria la utilización de gradientes, que implican la 
variación del porcentaje de modificador orgánico en 
la mezcla. De este modo, es posible resolver mez-
clas complejas de TGs, como las del aceite de pes-
cado, que contiene ácidos grasos poliinsaturados de 
cadena larga o como las de la grasa de la leche con 
un amplio rango de valores de NP (Berqvist y Kauf-
mann, 1993, Nájera et al., 1998). Los sistemas de gra-
diente pueden ser lineales o no. Generalmente los 
no-lineales son los que alcanzan mejores separacio-
nes de pares críticos. 
Disolvente die la Muestra 
El disolvente de la muestra adquiere gran impor-
tancia cuando es necesario solubilizar TGs con 
grandes diferencias de polaridad. Además, el disol-
vente debe permitir un correcto contacto entre el so-
luto y la fase estacionaria. Se han propuesto como 
disolventes aceptables el cloroformo, el hexano y la 
propia fase móvil, rechazándose otros como la ace-
tona porque no es adecuada para TGs saturados de 
alto peso molecular (Tsimidou y Macrae, 1985). 
Fase Estacionaria 
lizada no supera los 30 cm, ya que se ve limitada por 
las altas presiones necesarias y por los elevados 
tiempos de retención resultantes (Ruiz-Gutiérrez y 
Barrón, 1995a). 
Detectores 
Prácticamente todos los detectores posibles han 
sido probados y empleados para el análisis de TGs. 
Guando se utiliza elución isocrática, los detectores 
de índice de refracción (IR) ofrecen resultados satis-
factorios (Goiffon et al., 1981, Lozano, 1983), pero cuan-
do es necesario aplicar sistemas de gradiente, dejan de 
tener utilidad debido a la desmesurada deriva que 
producen (Ruiz-Gutiérrez y Barrón, 1995a). Los de-
tectores de ultravioleta (UV), son compatibles con 
gradientes, pero no con algunos de los disolventes 
más utilizados para separar TGs, puesto que ab-
sorben en la misma región del espectro que éstos 
(200-230 nm, enlace ester). Además los TGs tienen 
coeficientes de extinción molar no uniformes, y con-
secuentemente es necesario calcular sus factores 
de respuesta mediante patrones para un análisis 
cuantitativo (Singleton et al., 1984, Nurmela y Sata-
ma, 1988, Barrón et al., 1989). Esta misma deficien-
cia fue encontrada también en los detectores de 
ionización de llama (FID), además de respuestas no 
lineales al inyectar cantidades por debajo de 5 |Lig 
(Nurmela y Satama, 1988). 
La introducción del detector de difusión de luz 
evaporative (ELSD) ha propiciado un gran avance 
en la detección de TGs. Dado que su respuesta es 
simplemente proporcional a la masa del analito, este 
detector no está limitado por las características es-
pectrales de los compuestos. Además, ya que los di-
solventes son eliminados por evaporación antes de la 
detección, no provocan deriva de la línea base (Char-
lesworth, 1978, Guiochon et al., 1988, Riguezza y 
Guiochon, 1988). 
A pesar de su utilidad, los detectores descritos 
tienen la desventaja de la identificación de los picos 
cromatográficos, que se evita utilizando como detec-
tor un espectrómetro de masas. Mediante la combi-
nación de un sistema de HPLC y un espectrómetro 
de masas de ionización química a presión atmosféri-
ca se pueden obtener datos relativos al peso mole-
cular de los TGs, lo que facilita enormemente su 
identificación. 
Las fases estacionarias de fase reversa o inversa, 
compuestas por partículas de octadecilsilano (ODS), 
la mayoría con forma esférica y soportada en empa-
quetamientos de sílice, han demostrado proporcio-
nar la mejor selectividad para TGs, sobre todo 
aquéllas de menor tamaño de partícula, como son 
las de 3 \xn). Generalmente la longitud de cadena uti-
Identificación de Especies Moleculares 
Dada la dificultad que existe aún hoy en día para 
disponer de un equipo integrado de HPLC-espectró-
metro de masas, se han concebido otros sistemas 
para la predicción de la identidad de los picos ero-
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matográficos. La relación lineal entre el factor de ca-
pacidad (k') y los valores de NP de los TGs fue esta-
blecida por primera vez por Wada et al., (1977). 
Posteriormente Herslof et al., (1979), estimaron teó-
ricamente el Número Equivalente de Carbonos 
(NEC) para TGs insaturados, en base a sus tiempos 
de retención relativos, a partir de una relación lineal 
experimental entre esos tiempos de retención relati-
vos y el NC. El NEC da cada TG en la muestra se 
define como el NEC del TG saturado hipotético, que 
tuviera el mismo tiempo de retención. El NEC es 
análogo al NP (NEC=NC - a'ND), con la diferencia 
de que en este caso el valor de a' depende de cada 
sistema cromatográfico. Sin embargo, a' toma gene-
ralmente valores cercanos a 121 y cuando a'=2 en-
tonces NEC=NP. Takahashi eí a/., (1985) calculó el 
valor de a' a partir de la relación entre log k', NC y ND 
(log a'=q + b'*NC + c'*ND), donde el valor de a' es el 
cociente entre las constantes b' y c'. 
En 1992, Hierro et al., señalaron que el comporta-
miento de los triglicéridos en H PLC en fase inversa no 
acuosa dependía no sólo del NC y ND, sino también 
del número de ácidos grasos insaturados en la molé-
cula (NAI), ya que triglicéridos con igual valor de 
NEC eluían en orden creciente de número de ácidos 
grasos saturados constituyentes. De acuerdo a es-
tos resultados, Nájera et al., (1998) han redefinido 
el NEC como una función que depende del NC, ND 
y NAI, como NEC = NC - 2. ND - 0.2. NAL 
El proceso de predicción de los TGs se hace ex-
tremadamente complicado a medida que aumenta el 
número de ácidos grasos constituyentes, ya que el 
número posible de TGs se eleva enormemente. Por 
esta razón, y como una segunda parte del proceso de 
predicción, algunos autores han propuesto la aplica-
ción de las ecuaciones desarrolladas por Takahashi et 
al., (1985). Estos autores desarrollaron un modelo 
matricial cuyas variables eran NC y ND de cada áci-
do graso que esterifica la molécula de glicerol. 
Análisis Estereoespecífico 
Para la completa caracterización de una grasa es 
necesario no sólo conocer cuáles son los ácidos gra-
sos que componen sus TGs sino también saber en qué 
posición estereoespecífica se encuentran localizados 
dentro de la molécula de glicerol, ya que de ello de-
penden algunas de sus propiedades fisicoquímicas. Sin 
embargo, el análisis estereoespecífico resulta particular-
mente dificultoso, puesto que las moléculas que han 
de separarse entre sí son extremadamente parecidas 
en relación a sus propiedades fisicoquímicas. 
La metodología de análisis por HPLC, que permi-
te conocer la distribución estereoespecífica de los 
ácidos grasos, utiliza mono y diglicéridos como sus-
trato de análisis. Estos glicéridos parciales se obtie-
nen tras la hidrólisis de los TGs, que generalmente 
se realiza mediante la reacción de Grignard (Yur-
kowsky y Brockerhoff, 1966). Los productos obteni-
dos son posteriormente analizados por HPLC 
utilizando columnas de fase normal o reversa. La 
combinación de este análisis junto con la composi-
ción en ácidos grasos obtenida por cromatografía de 
gases permite el cálculo de las posiciones este-
reoespecíficas de los TGs de una determinada gra-
sa (Christie, 1987). En el primer caso, los 1,2 y 1,3 
diglicéridos se derivatizan a (S)-(+)-1-(1-naftil)etil 
uretanos (Christie, 1987), mientras que en fase re-
versa se derivatizan a 3,5-dinitrofenil uretanos 
(DNFU) (Semporé y Bezard, 1991). 
Finalmente, mayor éxito ha tenido la utilización 
del HPLC en fase quiral. Esta fase estacionaria pre-
senta moléculas quirales adheridas a la sílice, lo que 
evita tener que utilizar derivados diasteroisoméricos. 
De todos modos se han encontrado importantes 
desventajas, como altos tiempos de retención y pobre 
resolución. Este método separa los diglicéridos 1,2 de 
los 1,3, que posteriormente deben ser analizados 
mediante cromatografía de gases para determinar 
su composición en ácidos grasos (Itabashi y Takagi, 
1986; Ruiz-Gutiérrez y Barren, 1995b). 
3. COMPOSICIÓN TRIGLICERIDICA DE LA GRASA 
LÁCTEA 
Los constituyentes mayoritarios de la grasa lác-
tea son los TGs, con un 98.7% del total de lípidos. 
Otros componentes son los fosfolípidos (0.8%), prin-
cipalmente fosfatidil-etanolamina, fosfatidil-colina y 
esfingomielina, además de esteróles, ácidos grasos 
libres, carotenoides y vitaminas liposolubles, que se 
presentan en conjunto en cantidades inferiores al 
0.5% (Alais, 1985; Christie, 1987; Walstra y Jenness, 
1987; Jensen et al., 1991). 
Los trabajos sobre la composición de la grasa 
láctea se han centrado en el estudio de los ácidos 
grasos y en la descripción de las clases de TGs se-
gún el peso molecular, grado de insaturación y nú-
mero total de carbonos de sus ácidos grasos 
constituyentes. La mayor parte de los estudios se 
han dedicado a las leches de vaca, oveja o cabra. 
Según Walstra y Jenness (1987) la grasa láctea 
contiene aproximadamente 64 ácidos grasos de lon-
gitudes de cadena comprendidas entre C4 y C26, de 
los cuales cerca de la tercera parte se encuentran en 
proporciones individuales menores del 0.1%. En ge-
neral, los ácidos grasos saturados representan apro-
ximadamente el 62% del total de ácidos de la grasa 
láctea, de los cuales solamente un 2% presenta un 
número impar de átomos de carbono y cerca de un 1 % 
son de cadena ramificada. Los ácidos grasos insatura-
dos representan el 38% del total de ácidos, siendo mayori-
tarios los ácidos monoinsaturados (34%) frente a los 
poliinsaturados (4%) (Christie, 1983). 
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La grasa láctea presenta una composbión mayoritaria en 
los ácidos grasos palmítico (Ci6:o) y oleico (Ci8:i, n-9), 
con porcentajes individuales entre el 20 y 30%, siendo li-
geramente superior el contenido de ácido palmítico. Los 
ácidos grasos esteárico (Gi8:o) y mirístico (Ci4:o) presen-
tan porcentajes entre el 10 y 15%, mientras que el ácido 
laúrico (C12.0) se encuentra cercano al 5%. Los ácidos 
grasos de cadena corta, butírico (C4:o), caproico (Ceio), 
caprílico (G8:o) y cáprico (Cio:o), característicos de la gra-
sa láctea, se encuentran en porcentajes individuales en-
tre el 2 y 10%. Los ácidos poliinsaturados linoleico {Ci8:2, 
n-6) y linolénico (Ci8:3, n-3) se presentan en porcentajes 
individuales generalmente inferiores al 2% (Galvano y 
Serra, 1984; Anifantakis, 1986; Ramos y Juárez, 1986; 
González de Llano y Ramos, 1989; Lomascolo et al., 
1994; Jandal, 1996). Por otra parte, se han encontrado 
ácidos írans-insaturados, fundamentalmente ácido vac-
cénico (Ci8:i, n-7) y octadecen-16-oico (Ci&i, n-2), con 
porcentajes entre el 2 y el 11 % (Deman y Deman, 1983; 
Zegarska, 1988; Wolff, 1995). 
La composición en TGs individuales de la grasa láctea 
presenta una enorme complejidad. Considerando los ácidos 
grasos presentes en la grasa láctea en proporciones su-
periores al 1 %, serían más de 1300 los TGs posibles (Walstra 
y Jenness, 1987). Probablemente debido a las dificultades 
analíticas que entraña el estudio de esta compleja mez-
cla, en la bibliografía se han encontrado muy pocos tra-
bajos que describan la composición molecular individual 
de los TGs de la grasa láctea. 
Según el peso molecular, los TGs mayoritahos de 
la grasa láctea corresponden a la fracción de peso 
molecular alto (PMA) (53% del total de TGs), seguidos 
de los de peso molecular bajo (PMB) (28%) y de los de 
peso molecular medio (PMM) (19%), determinados a 
partir de su movilidad en cromatografía de capa fina 
en gel de sílice. (Arumughan y Narayanan, 1982). 
Según el grado de insaturación, los TGs mayori-
tarios de la grasa láctea corresponden a los c/s-mo-
noenos (33%), seguidos de los trisaturados (30%), dienos 
(21%), írans-monoenos (9%) y polienos (7%) (Aru-
mughan y Narayanan, 1982; Parodi, 1982). En la frac-
ción de TGs trisaturados los ácidos mayoritarios son el 
palmítico (Gi6:o) (32%), mirístico (Ci4:o) (18%) y es-
teárico (Ci8:o) (12%). En general, en las fracciones 
de dienos y polienos, los ácidos insaturados de ca-
dena larga, en particular el ácido oleico (Ci8:i, n-9) se 
combinan con ácidos de cadena corta o media (Barba-
no y Sherbon, 1979; Arumughan y Narayanan, 1982; 
Banks et al., 1987). Según Barrón et al., (1990), las 
moléculas trisaturadas en la grasa láctea repre-
sentan un 43% del número total de TGs, las monoin-
saturadas un 31%, las diinsaturadas un 12%, y 
finalmente las poliinsaturadas un 14%. Por otra par-
te, según Ruiz-Sala et al., (1996), el 44% del total de 
TGs de la grasa láctea son moléculas saturadas, el 
24% monoinsaturadas y el 32% poliinsaturadas. 
Según el número total de carbonos (NC), los TGs 
de la grasa láctea están comprendidos entre NC 22 
y 54, siempre con número par de átomos de carbo-
no, siendo los mayoritarios los de NC medio, 34, 36, 
38 y 40, y NC largo, 50 y 52 (Parodi, 1980; Caboni et 
al., 1982; Marjanovic et al., 1984; Kuksis et al., 1986 
Banks et al., 1987; Lund, 1988; Gresti et al., 1993 
Moikentin y Precht, 1994; Precht y Frede, 1994 
Contarini y Toppino, 1995). 
De acuerdo con el Número de Partición (NP), Ba-
rrón et al., (1990) fraccionaron los TGs de la grasa lác-
tea de vaca, oveja y cabra en 15 clases distintas 
comprendidas entre NP 22 y 50, siempre con un valor 
par de NP, resultando mayoritarios los TGs correspon-
dientes a la fracción de NP 46. Sin embargo, estos resul-
tados difieren de los encontrados por otros 
investigadores, para los que los TGs mayoritarios de la 
leche de vaca correspondían a los grupos de NP 38 y 
48 (Frede y Thiele, 1987), NP 36 y 48 (Weber et al., 
1988b) y NP 34 y 36 (Hinrichs et al., 1992). Ruiz-Sala 
et al., (1996) encontraron que los TGs de la grasa de 
leche de vaca, oveja y cabra presentaban valores de 
NP entre 24 y 54, de los que resultaban ser mayorita-
rios los de NP 36 y 46. Por otra parte, Nájera et al., 
(1998) han fraccionado los TGs de la grasa de queso 
de oveja en 32 clases distintas comprendidas entre los 
NP 22 y 53 (Figura 1). Los TGs fueron fundamental-
mente de número de partición par, entre los que desta-
caron los grupos de NP 34, 36 y 38. 
ÍOO 120 140 156 
Figura 1 
Cromatograma de trigücéridos de la grasa de queso Idiazabal 
mediante H PLC. Separación llevada a cabo a 30 °C, empleando 
dos columnas Nucleosil 120C-18 (3 ^im, 200 x 4.6 mm) 
dispuestas en serie. Gradiente de acetona en acetonitrilo 0-35 % 
de acetona en 50 min., isocrático 20 min, aumentando a 80 % 
de acetona en 75 min e isocrático los últimos 10 min. 
Disolvente de inyección n-hexano, 10 |il. 
PN = número de partición; 18 = patrón interno (triestearina). 
(Nájera et al., Chromtogr. 1998, 47:576-579). 
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Otros autores han fraccionado los TGs en clases 
según el número equivalente de carbonos (NEC). 
Ruiz-Sala et al., (1996) obtuvieron en las leches de 
vaca, oveja y cabra 111 fracciones comprendidas en-
tre los valores de NEC 24.0 y 54.0. Según estos au-
tores, la leche de oveja presentó un porcentaje 
mayor de TGs de NEC < 34.0, con valores del 18%, 
frente a los correspondientes a las leches de vaca y 
cabra, 10 y 15%, respectivamente. Los porcentajes 
de TGs con NEC entre 36 y 40 fueron del mismo or-
den en las leches de las tres especies, 33, 25 y 31%, 
respectivamente para la de oveja, vaca y cabra, y fi-
nalmente la leche de vaca presentó el mayor porcen-
taje de TGs de NEC > 40, con valores del 64% frente 
al 54 y 49% para la de cabra y oveja, respectivamen-
te. 
Weber et al., (1988b) identificaron 122 TGs en la 
grasa láctea de vaca resultando mayoritarios los 
TGs de NP 36, butiroil-dipalmitil-glicerol (BPP), buti-
roil-miristoil-estearil-glicerol (BMS), butiroil-palmitoil-
oleil-glicerol (BPO) y caproil-miristoil-palmitil- glicerol 
(CMP), y los TGs de NP 48, dipalmitoil-oleil-glicerol 
(PPO), miristoil-estearoil-oleil-glicerol (MSO) y pal-
mitoil-dioleil-glicerol (POO). Barron et al., (1990) 
identificaron un total de 116 TGs individuales en la grasa 
láctea de vaca, oveja y cabra. Los TGs identificados, 
pertenecientes a fracciones mayoritarias de NP, fue-
ron miristoil-dioleil-glicerol en la fracción de NP 46, mi-
hstoil-oleoil-linoleil-glicerol (MOL) y lauroil-dipalmitil-
glicerol (LaPP) en la fracción de NP 44 y butiroil-mi-
ristoil-oleil-glicerol (BMO) y butiroil-miristoil-palmitil- gli-
cerol (BMP) en la fracción de NP 34. 
Por otra parte, Gresti et al., (1993), identificaron 
404 TGs individuales en la grasa láctea de vaca, de 
los cuales resultaron ser mayoritarios butiroil-palmi-
toil-oleil-glicerol (BPO), butiroil-dipalmitil-glicerol (BPP) 
y butiroil-miristoil-palmitil-glicerol (BMP). Únicamente 22 
fueron los TGs superiores al 1% en peso, repre-
sentando el 42.7% del total. Spanos et al., (1995) 
identificaron, mediante cromatografía líquida y es-
pectrometría de masas, como TGs principales de la 
grasa láctea de vaca, butiroil-dipalmitil-glicerol 
(BPP), dipalmitoil-oleil-glicerol (PPO), butiroil-palmitoil-
oleil-glicerol (BPO) y butiroil-miristoil-estearil-glicerol 
(BMS). Ruiz-Sala et al., (1996) identificaron mediante 
la combinación de cromatografía de líquidos y de ga-
ses, 181 TGs en la grasa de leche de vaca, oveja y 
cabra, de los que resultaron ser mayoritarios caproil-
miristoil-palmitil-glicerol (CMP), dicaprioil-palmitil-gli-
cerol (CCP), butiroil-dipalmitil-glicerol (BPP) y 
butiroil-miristoil-estearil-glicerol (BMS), pertenecientes a 
la fracción de NP 36, y dipalmitoil-linoleil-glicerol 
(PPL) miristoil-estearoil-linoleil-glicerol (MSL), miristoil-
palmitoil-oleil-glicerol (MPO), miristoil-palmitoil-vaccenil-
glicerol (MPV) y lauroil-estearil-oleil-glicerol (LSO), 
pertenecientes a la fracción de NP 46. Recientemente, 
Nájera et al., (1998) han identificado como moléculas 
mayoritarias de la grasa de queso de oveja TGs que 
contenían en su composición ácido butírico, butiroil-
dipalmitil-glicerol (BPP), butiroil-miristoil-palmitil-gli-
cerol (BMP) y butiroil-palmitoil-oleil-glicerol (BPO) 
(Figurai). 
Todos los estudios comentados anteriormente no 
tuvieron en cuenta la composición estereoespecífica 
de los TGs. En este sentido, se han llevado a cabo 
numerosos estudios, principalmente en leche de 
vaca, para la determinación de la distribución posicional 
de los ácidos grasos en la molécula del glicerol. To-
dos los estudios muestran que la distribución de los 
ácidos grasos no es al azar, y que presenta un alto 
grado de asimetría. 
En general, los ácidos grasos butírico (C4:o) y ca-
proico (C6:o) esterifican la posición sn-3 del glicerol; 
ocurre lo mismo pero en menor proporción con los 
ácidos grasos comprendidos entre el ácido caprílico 
(Csio) y decenoico (Cio:i). Los ácidos grasos desde el 
laúrico (Ci2:o) al pentadecanoico (C15.0) se sitúan pre-
ferentemente en la posición sn-2] el ácido palmítico 
(Ci6:o) se distribuye entre las posiciones sn-1 y sn-2; el 
ácido esteárico (Ci8:o) ocupa preferentemente la posi-
ción sn-1 y los ácidos poliinsaturados de cadena lar-
ga se distribuyen entre las tres posiciones de la 
molécula del glicerol, predominando en la sn-3. Te-
niendo en cuenta la distribución estereoespecífica 
de todos los ácidos grasos en la molécula de glice-
rol, en las posiciones sr?-1 y sn-2 se encuentra en 
mayor porcentaje el ácido palmítico (Cie.o), mientras 
que en la posición sn-3 predomina el ácido oleico 
(Ci8:i, n-9) (Blank y Privett, 1964; Christie y Clapper-
ton, 1982; Parodi, 1983; Gresti et al., 1993). 
Parodi (1982) encontró en la leche de vaca que la 
distribución posicional de los ácidos en los TGs cis-
monoenos y írans-monoenos era prácticamente si-
milar en las fracciones de PMA, PMM y PMB, 
mientras que en el resto de los TGs insaturados, la 
distribución posicional variaba según el peso mole-
cular de los mismos. En este sentido, Itabashi et ai, 
(1993) determinaron posteriormente la presencia de los 
ácidos acético (C2:o) y butírico (C4:o) en la posición sn-3 
de los TGs de la grasa de leche de vaca. 
La composición de la grasa láctea presenta varia-
ciones importantes según factores genéticos, fisioló-
gicos, ambientales y de manejo del ganado, entre 
los que cabe señalar la raza, la edad, el peso, el pe-
ríodo de lactación, la salud del animal, la época del 
año, la alimentación, el uso de hormonas y medica-
mentos, técnicas de ordeño (Galvano et al., 1982; 
Hawke y Taylor, 1983; Cullinane et al., 1984; Chazal 
y Chilliard, 1986; KIobasa y Farries, 1986; Thomp-
son, 1988; Faulkner y Pollock, 1989; Gibson, 1991; 
Beaulieu y Palmquist, 1995; Bencini y Pulina, 1997; 
Pellegrini et al., 1997). De los factores anteriormente 
mencionados, la época del año es uno de los más 
importantes. 
Las diferencias encontradas en la composición 
en ácidos grasos de la grasa láctea según la época 
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del año son consecuencia de diferencias en las pro-
porciones entre los ácidos saturados e insaturados. En 
general, se han observado mayores contenidos de 
ácido esteárico (Ciao), oleico (Ci8:i, n-9) y vaccénico 
(Ci8:i, n-7) durante los meses de verano, y menores 
contenidos en la época de invierno, mientras que ocu-
rre lo contrario para el ácido palmítico (d&o) y mirístico 
(Ci4:o) (Parodi, 1970; Cullinane et al., 1984; Frede y 
Thiele, 1987; Zegarska, 1988; Baer, 1991; Hinrichs 
et al., 1992; Palmquist et al., 1993). 
Jensen y Clark (1988) han propuesto que los 
cambios estacionales en la composición de los áci-
dos grasos de la leche son debidos a efectos nutri-
cionales relacionados con la alimentación de los 
animales. Así, Parodi (1970) encontró que el bajo 
contenido en ácidos d s en los meses de invierno era 
debido a una dieta nutritiva no óptima, lo que provo-
caba que la síntesis de la grasa láctea dependiera 
en gran medida de las reservas corporales. Cuando 
los animales eran alimentados con grasas ricas en 
ácidos grasos insaturados de cadena larga, como es 
el caso del pasto rico en ácidos linoleico (Ci8:2, n-6) y 
linolénico (Ci8:2, n-3), la leche contenía cantidades 
importantes de ácido esteárico (Ci8:o) y oleico (Ci8:i, 
n-9), debido a la hidrogenación del ácido linoleico en 
el rumen, lo que además profería a algunas molécu-
las configuración trans. El contenido en ácidos gra-
sos de cadena media y corta decrecía porque se 
inhibe la síntesis «de novo» al reducirse la relación 
acetato/propiónico, y por lo tanto la cantidad de pre-
cursores de acetato (Christie, 1980; Banks et al., 1983; 
Zegarska, 1988). 
Juárez y Ramos (1986) observaron que al au-
mentar el aporte energético de la ración, el contenido 
de los ácidos esteárico Ci8:o y oleico (Ci8:i, n-9) des-
cendía, tendiendo a aumentar el contenido de los 
ácidos del caprílico (Cs.o) al palmítico (Cie.o), hecho 
justificado ya que con las dietas de alta energía, la 
cantidad de ácido acético disponible en el rumen 
es mayor. 
Zegarska y Jaworski (1981 ) describieron la varia-
ción en la composición en TGs en la grasa láctea se-
gún la época del año. Observaron que según 
avanzaba la época de lactación iban disminuyendo 
los TGs de cadena corta (Cae - C32) y de cadena media 
(C34 - C42), ocurriéndoles lo contrario a los de cadena 
larga (C44 - C54), que presentaban mayores conteni-
dos al final de la época de lactación. Así en el perío-
do de invierno, cuando la alimentación era a base de 
concentrados, la leche contenía más TGs de cadena 
media (C34 - C42), mientras que en el período de ve-
rano, cuando se alimentaban a base de pasto la le-
che contenía mayor número de TGs con C50, C52 y 
C54. 
Resultados similares fueron obtenidos posteriormente 
por otros autores. Frede y Thiele (1987) observaron 
en la grasa de la leche de vaca de verano mayores 
proporciones de los TGs con NP 44, 46, 48 y 50 que 
en la leche de invierno, ocurriendo lo contrario con 
los TGs de NP 36, 38, 40 y 42. Además observaron 
que en invierno la grasa contenía más cantidad de 
ácido mirístico (Ci4:o) y palmítico (Ci6:o) y menos de 
esteárico (Ci8:o) y oleico (Ci8:i, n-9), presentando por 
lo tanto una temperatura de fusión mayor. Weber et al., 
(1988a,b) observaron una mayor proporción de TGs 
de NP menores o iguales a 42 en la leche de invier-
no respecto a la de verano, ocurriendo lo contrario 
para los TGs de NP mayores o iguales a 43. Igual-
mente, Hinrichs et al., (1992) encontraron en la le-
che de verano fundamentalmente TGs con NP entre 
44 y 50, y entre NP 30 y 42 en la leche de invierno. 
Los estudios anteriores confirman que la leche de in-
vierno se caracteriza por presentar mayores conteni-
dos de TGs con ácidos grasos saturados, de cadena 
corta y media, y menores contenidos de TGs con 
ácidos grasos insaturados y cadena larga, que la le-
che de verano. Por otra parte se ha observado, en 
general, que la distribución posicional de los ácidos 
grasos en los TGs permanece prácticamente cons-
tante durante los meses del año (Morrison y Hawke, 
1978; Parodi, 1979). 
4. COMPOSICIÓN TRIGLICERÍDICA DEL ACEITE 
DE PESCADO 
Del total de lípidos, los TGs constituyen la mayor 
fracción del aceite de pescado, de la cual un 11% 
aproximadamente corresponde a fosfolípidos (Ban-
darra et al., 1997). Entre estos últimos el más abun-
dante es la fosfatidilcolina, que se encuentra entre el 
45 y el 60% del total dependiendo de las especies 
(Kuksis, A., 1976, Wada, S. et al., 1979). Los aceites 
de pescado contienen una inmensa variedad de áci-
dos grasos, sobre todo de cadena media y alta, aun-
que generalmente se circunscriben a longitudes de 
cadena entre Cu y C24 átomos de carbono (Laakso 
et al., 1990). Ya en 1970, Linko y Karinkanta encon-
traron hasta 14 ácidos grasos con más de 24 átomos 
de carbono llegando hasta C32, como es el caso del 
C32:6. Además, esos ácidos grasos pueden contener 
una variedad enorme también de dobles enlaces, 
desde O hasta 7. Este amplio rango de ácidos grasos 
resulta en una mezcla extremadamente compleja de 
TGs. 
La mayor parte de los estudios destinados a ca-
racterizar la composición en TGs del aceite de pes-
cado se han realizado sobre pescados de alto 
contenido graso, tales como el arenque, la sardina o 
el hígado de bacalao. 
Los aceites de pescado contienen grandes canti-
dades de ácidos grasos poliinsaturados de cadena 
larga, que son los que los caracterizan, pero también 
de saturados. Así, entre el 20 y 45% de los ácidos 
grasos corresponde a saturados, mientras que entre 
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el 15 y 40% corresponden a poliinsaturados y alre-
dedor de un 15-20% a monoinsaturados. Hasta un 
3% del total, corresponde a ácidos grasos de núme-
ro de carbonos impar, sobre todo a Ci5:o y Ci7:o (Kin-
sella, 1987, Ackman, 1989, Laakso et al., 1990, 
McGill y Moffat, 1992, Myher étal., 1996, Pagnucco 
eia/,,1997). 
De entre los ácidos grasos saturados que compo-
nen el aceite de pescado, destacan por su abundan-
cia el ácido mirístico (C^.o) y el ácido palmítico 
(Ci6:o), con contenidos del 10-20% para el primero y 
del 15-25% para el segundo. Otro saturado relevante, 
además del ácido pentadecanoico (Ci5:o) y del ácido 
heptadecanoico (Ci7:o) es el ácido esteárico (Cia.o), 
aunque siempre por debajo del 5% (Kinsella, 1987, 
McGill y Moffat, 1992, Pagnucco et al., 1997). Se ha 
observado la presencia de los ácidos cáprico y laúri-
co (Gio:o y Ci2:o), poro en cantidades inferiores al 1% 
(Myher et al., 1996). El ácido oleico (Cisn, n-9) repre-
senta alrededor del 20% del total, siendo el más abun-
dante entre los monoinsaturados, aunque se pueden 
encontrar palmitoleico (Ci6:i, n-7), gadoleico (Cao-.i, n-
9) y erúcico (G22:i, n-9) en porcentajes que rondan el 
8-15%, e incluso ácido nen/ónico (C24:i, n-9). Los 
aceites de pescado se conocen por su alto conteni-
do en ácidos grados poliinsaturados de cadena larga 
de la serie n-3. De entre éstos, se sabe que los ácidos 
eicosapentaenoico (G20:5, n-3) y docosahexaenoico 
(C22:6, n-3) son los que poseen una mayor activi-
dad favorable para la salud, ya que se relacionan 
con descensos en la mortalidad debida a enferme-
dades coronarias (Shekelle, 1985, Kestin, 1990). 
Cada uno de estos dos ácidos grasos se encuen-
tra en el pescado en proporciones entre el 6% y el 
15% aunque en general el contenido de ácido ei-
cosapentaenoico (G20:5, n-3) es superior. El resto 
del elevado número de ácidos grasos poliinsatura-
dos se encuentra generalmente por debajo del 5% 
(Laakso et al., 1990, McGill y Moffat, 1992, Pagnucco 
et al., 1997). 
Dada su complejidad y por consiguiente las difi-
cultades de su análisis, existen muy pocos trabajos 
referentes a la composición en especies molecula-
res de TGs del aceite de pescado. Así pues, a dife-
rencia de los aceites vegetales, el estudio de las 
especies moleculares de TGs del aceite de pescado 
se encuentra en sus inicios, y por tanto aún queda 
mucho por hacer. El grupo de Christie ha desarrolla-
do un intenso trabajo en el campo de la determina-
ción de TGs en aceites de pescado mediante H PLC 
con columnas impregnadas con iones de plata (Ag""-
HPLC) (Christie, 1988, Laakso et al., 1990, Laakso y 
Christie, 1991). 
La cromatografía Ag '^-HPLC separa las moléculas 
en base a su grado de insaturación, la distribución 
de los dobles enlaces dentro de la molécula, la con-
figuración y distribución de los dobles enlaces dentro 
de cada uno de los ácidos grasos y la posición este-
reoespecífica en que los ácidos grasos se encuen-
tran unidos al glicerol. El mecanismo de separación 
se basa en el establecimiento de enlaces débiles en-
tre los iones de plata y los electrones n de los dobles 
enlaces de las moléculas (Nikolova-Bamyanova, 1992). 
Así, Laakso et al., (1990) separaron hasta 26 fraccio-
nes del aceite de arenque y McGill y Moffat (1992), 
recogieron 18 de hígado de bacalao y 19 de aceite 
de sardina. Las fracciones que se obtienen de este 
modo contienen TGs con diferentes grados de insatu-
ración. La primera es aquélla compuesta por molé-
culas trisaturadas (SSS), a continuación el orden de 
elución es SSM, SMM, SSD, MMM, SMD, MMD, etc., 
donde S, M y D se refieren a ácidos grasos saturados, 
monoinsaturados y diinsaturados, respectivamente. A 
medida que el número de insaturaciones aumenta, las 
combinaciones se complican y aparecen TGs que 
contienen ácidos grasos con una variedad muy 
grande en cuanto a su número de dobles enlaces, di-
ficultando el análisis, se trata de ácidos grasos triinsa-
turados, tetrainsaturados, pentainsaturados y 
hexainsaturados, Tr, Te, P y H, respectivamente. El 
aceite de arenque atlántico, según Laakso et al., 
(1990), contiene como fracción mayoritaria la de 
MMS, con un 14,5 %. Otras fracciones representan 
alrededor de un 10%, pero su composición en áci-
dos grasos es sumamente compleja, aunque entre 
otros, contenían porcentajes cercanos al 30% de 
C2o:5, n-3 o C22:6, n-3. Un 8% corresponde a la frac-
ción SSM, cuyos ácidos grasos principales son pal-
mítico (Ci6:o), mirístico (Ci4:o), oleico (Ci8:i, n-9) y 
erúcico (C22:i, n-9). La fracción SSS, con un 2%, con-
tiene palmítico (Ci6:o) y mirístico (Ci4:o) como ácidos 
grasos principales. 
Otros autores han probado la realización del aná-
lisis del aceite de pescado mediante RP-HPLC. Pag-
nucco et al., (1997) alcanzaron la separación de 19 
fracciones de aceites de sardina, anchoa y arenque 
pero no de especies moleculares, con NP que se en-
contraban entre 36 y 50. Bergqvist y Kaufmann 
(1993) consiguieron resolver 35 picos individuales 
de un aceite de pescado, que se encontraban entre 
NEC 35.24 y 48.49, calculado por estos autores a 
partir de un polinomio de quinto grado, que relacio-
naba el NEC con el valor del índice de polaridad de 
Snyder (P'), que da una idea del ambiente de polari-
dad que rodea a cada molécula de TG en un mo-
mento dado de la elución cromatográfica. 
Desafortunadamente solamente fueron capaces de 
identificar 3 de ellos: dipalmitoil-linoleoil-glicerol 
(PPL), dipalmitoil-oleoil-glicerol (PPO) y tripalmitina 
(PPP). Finalmente, Perona y Ruiz-Gutiérrez (1998d) 
han estudiado recientemente la composición mole-
cular de los TGs de la grasa de sardina, siendo ca-
paces de separar 65 picos cromatográficos 
mediante RP-HPLC, con NEC entre 29.4 y 52.0, de 
ios cuales 59 fueron identificados tras separar la gra-
sa en 4 fracciones mediante cromatografía en capa 
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fina impregnada con iones de plata (Ag'^ -TLC) y ana-
lizar cada una de las fracciones por RP-HPLC. En la 
mayoría de los casos cada uno de los picos conte-
nía solamente un TG y en ningún caso contenía 
más de dos. El TG más abundante en el aceite de 
sardina resultó ser la trimiristina (MMM) con un 
8.22 % del total. Se encontraron así mismo canti-
dades apreciables de especies de dioleoil-acil-gli-
cerol (OOP, OOE), dipalmitoil-acil-glicerol (PPO, 
PPPo), dipalmitoleoil-oleoil-glicerol (PoPoO) and 
dieicosapentaenoil-palmitoil-glicerol (EEP), siem-
pre por debajo del 6%. La peor resolución de TGs 
fue la de aquellos que contenían ácidos eicosa-
pentaenoico (C20 5, n-3) o docosahexaenoico (C22:6, n-
3) (DDpiWEDpM, MMD/MME y PoOD/PoOE). Las 
mismas condiciones se emplearon posteriormente 
con un aceite de pescado, dando como resultado 
el cromatograma de la Figura 2. 
Figura 2 
Cromatograma de trigíicéridos de aceite de pescado mediante HPLC. Separación llevada a cabo a 40 °C, 
empleando una columna Spherisorb ODS-2 (3 |Lim, 250 x 4.6 rnm). Gradiente de acetona en acetonitrilo 20-45 % de acetona 
en 12 min y hasta 80 % en 58 min. Disolvente de inyección n-hexano, 10 ^il. 
M = ácido mirístico. 14:0; P = ácido palmítico. 16:0; S = ácido esteárico. 18:0; Po = ácido palmitoleico. 16:1, n-7; O = ácido oleico. 18:1, n-
9; E = ácido eicosapentaenoico. 20:5, n-3. D = ácido docosahexaenoico. 22:6, n-3 Trigíicéridos: PPP = tripalmitoil-glicerol; PPD = dipalmi-
toil-docosahexenoii-glicerol; POS = palmitoil-oleoil-estearoil-glicerol, etc. 
La combinación de Ag^-HPLC y RP-HPLC para el 
estudio de la composición triglicerídica del aceite de 
arenque (uno de los más complejos) por el grupo de 
Christie (Laakso, et al., 1991), obtuvo un resultado 
bastante satisfactorio, si bien no fue posible determi-
nar especies moleculares individuales. Se separaron 
11 fracciones mediante Ag'^-HPLC, que posterior-
mente fueron inyectadas individualmente en un sis-
tema de HPLC con columna de fase reversa. Como 
resultado obtuvieron un total de 130 fracciones con 
NEC comprendidos entre 30.0 y 53.6, de las que se 
determinó su composición en ácidos grasos. 
En general, los aceites naturales contienen sola-
mente un ácido graso poliinsaturado de cadena lar-
ga por molécula (Myher et al., 1996). Los aceites 
vegetales, presentan ácidos grasos poliinsaturados 
de cadena C18 en la posición sn-2, con los poliinsatu-
rados de cadena C20 y C22 on las posiciones exterio-
res. Por su parte, los aceites de pescado contienen 
ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga en la 
posición central, mientras que los ácidos monoenoi-
cos ocupan las posiciones sn-1 y sn-3 (Ruiz-Gutié-
rrez y Barrón, 1995b). En el aceite de hígado de 
bacalao, el ácido docosahexaenoico (C22:6, n-3) se 
localiza efectivamente en la posición sn-2, si bien el 
eicosapentaenoico ocupa tanto la sn-2 como la sn-3. 
El oleico y el gadoleico (Ci8:i, n-9 y C20:i, n-9) se en-
cuentran en las posiciones sn-1 y sn-3, mientras que 
los ácidos grasos saturados^ ocupan las posiciones 
sn-1 y sn-2 (Brockerhoff eí a/., 1968, Ruiz-Gutiérrez 
y Barrón, 1995b). El mismo principio tiene lugar en el 
aceite de arenque y de caballa, aunque la posición 
del ácido oleico puede ser también en gran medida 
la central, la misma que tienden a ocupar los ácidos 
grasos saturados (Brockerhoff et al., 1968). En el 
aceite de atún, los saturados ocupan las posiciones 
sn-1 y sn-2, los ácidos monoenoicos las exteriores y los 
poliinsaturados de cadena larga la sn-2, pero también 
la sn-3 (Myher et al., 1996). 
La composición del aceite de pescado varía apre-
ciablemente dependiendo de la especie que se con-
sidere, pero también en función de la época del año, 
puesto que se ve afectada por alteraciones en la ali-
mentación, en la temperatura del agua y por el ciclo 
biológico en que se encuentre el animal. De entre los 
componentes de la grasa, son los TGs los que más 
se ven afectados, por los cambios en la dieta. Ban-
darra et al., (1997) desarrollaron un estudio acerca de 
las variaciones estacionales en la composición lipídica 
del aceite de sardina. Encontraron que los niveles más 
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altos de ácidos grasos poliinsaturados, incluyendo 
eicosapentaenoico (Caois, n-3) y docosahexaenoico 
{C22:6, n-3), tenían lugar al finalizar el verano, cuando 
el pescado tenía mayor cantidad de grasa. Sin em-
bargo el porcentaje relativo de estos ácidos grasos 
respecto al resto era más alto al principio de la pri-
mavera, una vez consumida la grasa durante el in-
vierno. No se observaron modificaciones 
apreciables en el contenido de los ácidos grasos sa-
turados ni de los monoinsaturados. 
5. COMPOSICIÓN TRIGLICERIDICA DE LA GRASA 
HEPÁTICA 
Existe una amplia evidencia de que la denomina-
da dieta mediterránea está asociada a una baja inci-
dencia de enfermedad coronaria. Este efecto ha sido 
atribuido a un alto contenido de ácidos grasos mo-
noinsaturados en la dieta, procedentes en su mayo-
ría del aceite de oliva (Fidanza et al., 1970; 
Colquhoun, 1992; Heyden, 1994). De hecho, el áci-
do graso más abundante en el aceite de oliva, ácido 
oleico (18:1, n-9), se ha relacionado con reducciones 
en el colesterol plasmático total y de lipoproteínas de 
baja densidad (LDL) sin una reducción proporcional 
de los niveles de colesterol de lipoproteínas de alta 
densidad (HDL) (Grundy y Denke, 1990). Reciente-
mente está cobrando importancia la estructura de 
las moléculas de TGs que componen la dieta y sus 
efectos fisiológicos (Yand et al., 1995, Lehnery Kuksis, 
1996, Ruiz-Gutiérrez et al., 1998, Peronay Ruiz-Gu-
tiérrez, 1998c). El hígado es el órgano en el que los 
efectos de la estructura y composición de los TGs de 
la dieta son más relevantes, puesto que es, junto con 
el intestino, el más activo en el metabolismo de TGs. 
En este órgano, se produce la resíntesis de los TGs, 
a partir de ácidos grasos procedentes de la dieta y de 
las reservas corporales. Los TGs son posteriormente 
transportados a los tejidos periféricos vía lipoproteínas 
de muy baja densidad (VLDL). Afin de incorporar los 
ácidos grasos al metabolismo lipídico celular, los 
TGs son hidrolizados mediante la lipoproteína lipa-
sa, enzima que ha demostrado especificidad por los 
ácidos grasos localizados en las posiciones 1 y 3 de 
la molécula de glicerol (Braceo, 1994). Estudios re-
cientes han señalado que la ingesta de ácidos grasos 
mono y poliinsaturados afecta a la composición de las 
VLDLs y a la expresión de enzimas relacionadas con su 
catabolismo (McNamara, 1995). La estructura de los 
TGs de las VLDLs depende pues de la composición 
y el comportamiento de las especies moleculares de 
TGs en el hígado. 
La principal característica de la grasa hepática es 
la elevada cantidad de fosfolípidos que contiene 
(60%), lo que dificulta enormemente la determinación 
de los TGs, ya que se impone la inclusión en el pro-
ceso de una etapa para su aislamiento. Además 
contiene una cantidad de colesterol que ronda el 
8%, lo que deja el contenido de TGs alrededor del 
30% aproximadamente, aunque depende en gran 
medida de la dieta (Muriana et al., 1992, Perona y 
Ruiz-Gutiérrez, 1998c). 
La composición en ácidos grasos del hígado, y 
por tanto la composición en TGs, es en buena parte 
reflejo de la dieta. Por tanto, no se puede establecer 
una composición única de ácidos grasos sin tener en 
cuenta qué dieta se ha consumido. Una dieta rica en 
aceite de oliva por ejemplo, proporciona una gran 
cantidad de ácido oleico (Ci8:i, n-9), que se acumula 
en el hígado, dando como resultado hasta casi un 
30% de este ácido graso respecto al total (Perona et al., 
1998a,b,c). 
Los trabajos desarrollados hasta la fecha han regis-
trado una amplia variedad de especies moleculares de 
TGs en el hígado. Perona et al., (1998b) identificaron 
31 especies mediante RP-HPLC con detector light-
scattering. Los ácidos oleico (Gi8:i, n-9), linoleico 
(Ci8:2, n-6) y palmítico (Ci6:o) componían los TGs ma-
yoritarios: palmitoil-oleoil-linoleoil-glicerol (POL), dio-
leoil-linoleoil-glicerol (OOL), palmitoil-dioleoil-glicerol 
(POO), trioleína (000) , palmitoil-dilinoleoil-glicerol 
(PLL), dipalmitoil-oleoil-glicerol (PPO) y oleoil-dilino-
leoil-glicerol (OLL), mientras que entre los minoritarios 
se identificaron TGs que contenían ácido araquidónico 
(020:4, n-6)ydocosahexaenpico (022:6, n-3). Otros auto-
res también han estudiado en el hígado la composi-
ción de TGs mediante RP-HPLO y light-scattering. 
Huang étal., (1992) separaron 19 especies molecu-
lares de TGs utilizando para ello dos columnas de 
fase reversa dispuestas en serie y un detector light-
scattering. En este caso las especies más importan-
tes eran aquellas que contenían ácido linoleico 
(Ci8:2, n-6) debido a que la dieta contenía un 80% de 
este ácido graso. Chen y Cunnane (1993) han estu-
diado la composición triglicerídica del hígado, sepa-
rando hasta 17 picos cromatográficos en la grasa 
hepática de ratas alimentadas con dietas enriquecidas 
en ácido linoleico (Ci8:2, n-6) si bien no se identifica-
ron especies moleculares. Por esta razón, en este 
caso también las especies más abundantes eran las 
que contenían este ácido graso. Yang et al., (1995) 
compararon las especies moleculares de TGs del hí-
gado de rata con la de las VLDL observando gran-
des similitudes tanto en la composición en ácidos 
grasos como en especies de TGs. En este trabajo se 
encontraron también TGs que contenían ácidos gra-
sos poliinsaturados de cadena larga (C2o:4, n-6 y 
022:6, n-3), aunque los mayoritarios fueron el PLL, 
POL/SLL y el POO/SOL, que entre los 3 sumaban el 
51%. La Figura 3 muestra el cromatograma resultante 
del análisis de triglicéridos del hígado de rata deter-
minados empleando una columna de fase reversa y 
detector light-scattering. 
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general compuestas por gradientes de acetona en 
acetonitrilo, y con detección light-scattering, es posi-
ble separar en moléculas individuales los TGs de la 
grasa láctea, el aceite de pescado y la grasa hepática, 
reduciendo al mínimo, e incluso eliminando, el número 
de pares críticos sin resolver. Sin embargo, en la 
mayoría de los casos es necesaria la participación 
de otras técnicas, como la cromatografía de gases o la 
espectrometría de masas para la identificación de los 
picos cromatográficos. Por otra parte, aún queda lar-
go plazo para el establecimiento de un método sim-
ple y rápido que permita separar isómeros 
posicionales de TGs. 
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